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(57) Abstract 

Pharmaceutical composition useful for transfecting a nucleic acid and characterised in that it contains, in addition to said nucleic acid, 
at least one transfecting agent and a compound causing the condensation of said nucleic acid, wherein said compound is totally or partly 
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(57) Abrege* 

La presente invention conceme une composition pharmaceutique utile pour ia transfection d*un acide nucltique caracterisee en ce 
qu'elle conucnt outre ledit acide nucteique, au moins un agent de transfection et un compose* intervenant au niveau de la condensation dudit 
acide nucUique, ledit compose* denvant en tout ou partie d'une histone, d'une nucleoline, d'une protamine et/ou de Tun de leun derives. 
EUe se rapporte en outre a Tutilisation de ladite composition pour le transfcrt in vitro, ex vivo et/ou in vivo d'acides nucteiques. 
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COMPOSITION CONTENANT PES ACIDES NUCLFTOITES 
PREPARATIO N ET UTILISATION 

La presente invention concerne le domaine de la therapie genique et s'intfresse 
plus particuli&rement au transfert in vitro* ex vivo et/ou in vivo du materiel gdnetique. 
5 EUe propose notamment une nouvelle composition pharmaceutique utile pour 
transfecter efficacement des cellules. Elle se rapporte egalement aux utilisations de 
cette composition* 

Des deficiences et/ou anomalies (mutation, expression aberrante, etc) 
cfaromosomiques sont £ 1'origine de nombreuses maladies, £ caractere hereditaire ou 

10 non. Pendant longternps, la mfedecine conventionnelle est demeuree impuissante a leur 
egard. AujounThui, avec le developpement de la therapie genique, on espere pouvoir 
desormais corriger ou prevenir ce type d'aberration chromosomique. Cette nouvelle 
medication consiste a introduire une information gen6tique, dans la cellule ou Torgane 
affect6, en vu de corriger cette d&ficience ou anomalie ou encore, d"y exprimer une 

15 proteine d'intfrgt therapeutique. 

L'obstacle majeur a la penetration d'un acide nucleique dans une cellule ou un 
organe cible, repose sur la taille et la nature polyanionique de cet acide nucleique qui 
s'qpposent & son passage a travers les membranes cellulaires. 

Pour lever cette difficulty di verses techniques sont aujourd'hui proposees dont 
20 plus particulierement la transfection d'ADN nu a travers la membrane plasmique in 
vivo (WO90/11092) et la transfection d'ADN via un vecteur de transfection. 

En ce qui concerne, la transfection d'ADN nu, son efficacite demeure encore 
tres faible. Les acides nucl&ques nus possddent une demi vie plasmatique courte en 
raison de leur degradation par les enzymes et de leur Elimination par les voies 
25 urinaires. 

Pour ce qui est de la seconde technique, elle propose prindpalement deux 
strategies: 

La premiere met en oeuvre les vecteurs de transfection naturels que sont les 
virus. D est ainsi propose d'utiliser les adenovirus, les herpes virus, les retrovirus et 
30 plus recemment les virus ad6no associ6s. Ces vecteurs s'averent performants sur te 
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plan de la transection mais on ne peut malheureusement exclure totalement a leur 
egard certains risques de pathogenicity replication et/ou immuhogenicite, inherents a 
leur nature virale. 

La seconde strat6gie consiste avantageusement k utiliser des agents non viraux 
5 capables de promouvoir le transfert et Fexpression d'ADN dans des cellules 
eucaryotes. 

L'objet de la presente invention s'inscrit plus particulierement dans cette 
seconde strategic 

Les vecteurs chimiques ou biochimiques represented une alternative 
10 avantageuse aux virus naturels en particulier pour cette absence de reponse 
imrnunologique et/ou recombinaison virale. lis ne possedent pas de pouvoir 
pathog&ne, le risque de multiplication de 1'ADN au sein de ces vecteurs est nul et il ne 
leur est attache aucune Iimite theorique en ce qui concerne la taille de l'ADN a 
transfecter. 

15 Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions principales, condenser l'ADN a 

transfecter et promouvoir sa fixation cellulaire ainsi que son passage a travers la 
membrane plasrnique et, le cas ech6ant, les deux membranes nucl6aires. 

De part sa nature polyanionique, l'ADN n'a naturellement aucune affinite pour 
la membrane plasrnique des cellules egalement polyanionique. Pour pallier a cet 
20 inconvenient, les vecteurs non viraux possedent generalement tous des charges 
polycationiques. 

Parmi les vecteurs synth&iques developpes, les polymeres cationiques de type 
polylysine et DEAE dextran ou encore les lipides cationiques ou lipofectants sont les 
plus avantageux. Us possedent la proprtetfe de condenser TADN et de promouvoir son 

25 association avec la membrane cellulaire. Plus recemment, il a ete develops le concept 
de la transfection ciblee, medi6e par un rteepteur. Cette technique met a profit le 
principe de condenser TADN, grSce au polymere cationique, tout en dirigeant la 
fixation du complexe a la membrane a Taide d'un couplage chimique entre le polymere 
cationique et le ligand d'un recepteur membranaire, present a la surface du type 

30 cellulaire que Ton veut greffer. Les ciblages du rfecepteur k la transferrine, i Tinsuline 
ou du recepteur des asialoglycoproteines des hepatocytes ont ainsi ete decrits. 
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Toutefois, les vecteurs synthetiques proposes aujourd'hui sbnt encore loin 
d'etre aussi performants que les vecteurs viraux. Ceci pourrait etre la consequence 
d'une condensation insuffisante de l'ADN a tranfecter et/ou des diff icultes rencontrees 
par l'ADN transfectfi pour sortir de l'endosome et penetrer dans le noyau cellulaire. 
5 Enfin, d'autres inconvenients sont directement associes a la nature des polymdres 
cationiques des lipofectants utilises. 

La presente invention a precisement pour objectif de proposer une solution 
avantageuse & ces probtemes. 

Plus precisement, la presente invention se rapporte a une composition 
10 pharmaceutique utile pour la transfection d'un acide nucleique caracterisee en ce 
qu'elle contient outre ledit acide nucleique, au moins un agent de transfection et un 
compose intervenant au niveau de la condensation dudit acide nucleique, ledit 
compose dSrivant en tout ou partie d'une histone, d'une nucleoline, d'une protamine 
et/ou de Tun de leurs derives. 

15 De mani&re inattendue, la demanderesse a demontre que la presence d'un tel 

compose, au sein d'une composition transfectante a base d'un agent de transfection 
classique, permettait de diminuer considerablement la quantite en cet agent, avec les 
consequences benefiques qui en decoulent sur le plan toxicologique, sans porter un 
prejudice quelconque i 1'activite transfectante de ladite composition. Au contraire, 

20 celle-ci possede avantageusement un niveau de transfection superieur. 

Au sens de l'invention, un compost intervenant au niveau de la condensation de 
l'acide nucleique, couvre tout compose compactant, directement ou non, Tacide 
nucleique. Plus precisement, ce compose peut soit agir directement au niveau de 
l'acide nucleique k transfecter soit intervenir au niveau d'un compose annexe qui lui est 
25 directement impliqu6 dans la condensation de cet acide nucleique. De preference, fl 
agit directement au niveau de l'acide nucleique. 

Selon un mode de realisation parti culier de Tinvention, le compose intervenant 
au niveau de la condensation de l'acides nucleique est constitue, en tout ou partie, de 
motifs peptidiques (KTPKKAKKP) SEQ ID N°let/ou (ATPAKKAA) SEQ ID N°2 ou 
30 un de leurs derives, le nombre des motifs pouvant varier entre 2 et 10. Dans la 
structure du compose selon l'invention, ces motifs peuvent etre repetes de maniere 
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continue ou non. C'est ainsi qu'ils peuvent etre separes par des liens de nature 
biochimique, par exemple un ou plusieurs acides amines ou de nature chimique. 

Le choix particulier a titre de compose selon Invention, d'un peptide ou 
pseudopeptide possSdant une majorite d'acides amines a caractere basique comme la 
5 lysine, l'histidine ou 1'arginine est particulierement avantageux dans le cadre de la 
presente invention. Ce compose peut en outre posseder une structure 
conformationneUe feuillet b. Les acides amines basiques sont en effet plus 
sp6cifiquement impliques dans les liaisons peptide-acide nucleique. lis participent a 
l'etablissement des liaisons ioniques hydrogSne entre les deux entit6s favorisant ainsi la 
10 condensation de l'acide nucleique. Quant a la structure feuillet fi, elle se caracterise par 
une meiUeure accessibility d'une majoritfe des liaisons carbonyles et des atomes 
d'hydrogene qui de part leurs caracteres accepteur et donneur respectifs privilegient 
egalement la formation de liaisons avec l'acide nucleique a compacter. 

II s'agit plus preferentiellement, de tout ou partie tfune histone, d'une 
1 5 nucleoline, de la protamine et/ou un de leurs derives. 

Les histories et les protamines sont des proteines cationiques compactant 
naturellement TADN. Elles sont ainsi responsables in vivo de la condensation de l'ADN 
non transcrit, de l'ADN de certains virus. A titre d'histones pouvant etre mises en 
oeuvre dans le cadre de la prtsente invention, on peut plus particulierement citer les 

20 histones HI, H2a, H3 et H4. En ce qui concerne la nucltoline, il s'agit d'une prot6ine 
nucleolaire qui semble posseder un effet synergique vis a vis de Thistone HI lors de la 
condensation de l'ADN par celle-ci. Dans le cadre de la presente invention, le compose 
peut etre avantageusement represent^ par une sequence peptidique derivant de la 
partie N terminate de la nucleoline, et plus prfcisement correspondant a la sequence 

25 (ATPAKKAA) 2 (COOH) (SEQ ID N°3). 

De preference, le compose mis en oeuvre selon l'invention est une sequence 
derivee de 1'histone HI, et plus preferentieUement de son domaine C terminal et plus 
particulierement correspond a la sequence (KTPKKAKKP) 2 (COOH). (SEQ ID N°4) 

A titre illustratif de cette famille de composes selon l'invention on peut 
30 6galement citer les oligopeptides suivants: 
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ATPKKSAKKTPKKAKKP(COOH). (SEQ ID N°5) et 
KKAKSPKKAKAAKPKKAPKSPAXAKA (COOH). (SEQ ID N°6). 

En ce qui concerne plus particulierement les sequences derivant de la 
protamines pouvant etre egalement mises en oeuvre dans le cadre de la presente 
5 invention, on peut notamment proposer les oligopeptides suivants: 
SRSRYYRQRQRSRRRRRR(COOH). (SEQ ID N°7) et 
RRRLHRIHRRQHRSCRRRKRR(COOH). (SEQ ID N°8). 

Au sens de la pr6sente invention, le terme derive designe tout peptide, 
pseudopeptide (peptide incorporant des elements non biochimiques) ou proteine 

10 different de la proteine ou peptide consider^, obtenu par une ou plusieurs 
modifications de nature genetique et/ou chimique. Par modification de nature 
genetique et/ou chimique, on peut entendre toute mutation, substitution, deletion, 
addition et/ou modification d'un ou plusieurs residus de la proteine consideree. Plus 
precisement, par modification chimique, on entend toute modification du peptide ou 

15 proteine generee par reaction chimique ou par greffage chimique de molecule(s), 
biologique(s) ou non, sur un nombre quelconque de residus de la proline. Par 
modification g6n6tique, on entend toute sequence peptidique dont l'ADN hybride avec 
ces sequences ou des fragments de celles-ci et dont le produit possede 1'activite 
indiquee. De tels derives peuvent etre gener6s dans des buts differents, tels que 

20 notamment celui d'augmenter l'affinite du polypeptide correspond ant pour son(ses) 
ligand(s), celui d'am&iorer ses niveaux de production, celui d'augmenter sa resistance a 
des proteases, celui d'augmenter et/ou de modifier son activite, ou celui de lui conferer 
de nouvelles proprietes pharmacocinetiques et/ou biologiques. Parmi les derives 
resultant d'une addition, on peut citer par exemple les sequences peptidiques chimeres 

25 comportant une partie heterologue supplementaire liee a une extr6mit6. Le terme 
deriv6 comprend 6galement les sequences prot6iques homologues a la sequence 
consideree, issues d'autres sources cellulaires et notemment de cellules d'origine 
humaine, ou d'autres organismes, et possedant une activite du meme type. De telles 
sequences homologues peuvent etre obtenues par des experiences d'hybridation de 

30 l'ADN correspondant Les hybridations peuvent etre realisees a partir de banques 
d'acides nuc!6iques, en utilisant comme sonde la sequence native ou un fragment de 
celle-ci, dans des conditions de stringence conventionnelles (Maniatis et al.), (Cf 
techniques generales de biologie moleculaire), ou, de preference, dans des conditions 
de stringence 61ev6es. 
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Dans un mode de realisation particulierement avantageux, les compositions de 
la presente invention comprennent en outre un element de cibiage permettant 
d'orienter le transfert de l'acide nucleique. Cet element de cibiage peut etre un element 
de cibiage extracellulaire, permettant d'orienter le transfert de l'acide nucleique vers 
5 certains types cellulaires ou certains tissus souhaites (cellules tumorales, cellules 
hepatiques, cellules hematopotetiques, etc). II peut egalement s'agir d'un element de 
cibiage intracellulaire, permettant d'orienter le transfert de l'acide nucleique vers 
certains compartiments cellulaires privilegies (mitochondries, noyau, etc). 

Plus prtferentiellement, l'element de cibiage est lie, de maniere covalente ou 
non covalente, au compose selon l'invention. L'element de cibiage peut egalement etre 
lie a l'acide nucleique. Selon un mode privilegie de l'invention, ledit compost est 
associe, via une partie heterologue supplemental liee a une de ses extremites De 
telles parties peuvent notamment etre des peptides de type fusogene pour favoriser la 
transfection cellulaire c'est-a-dire privilegier le passage de la composition transfectante 
ou de ses divers elements a travers des membranes, aider k la sortie des endosomes ou 
encore pour traverser la membrane nucldaire. II peut 6galement s'agir d'un ligand de 
recepteur cellulaire present a la surface du type cellulaire comme par exemple un 
sucre, la transferring Finsuline ou la proteine asialo-orosomucoide. II peut egalement 
s'agir d'un ligand de type intracellulaire comme une sdquence signal de location 
nucleaire, nls, qui privilegie l'accumulation de TADN transfecte au sein du noyau. 

Parmi les elements de cibiage utilisables dans le cadre de Tinvention, on peut 
citer les sucres, les peptides, les hormones, les vitamines, les cytokines, les 
oligonucleotides, les lipides ou des sequences ou fractions issues de ces elements et 
permettant une liaison specifique avec les recepteurs correspondants. 
25 Preferentiellement, il s'agit de sucres et/ou peptides tels que des anticorps ou 
fragments d'anticorps, des ligands de recepteurs cellulaires ou des fragments de ceux- 
ci, des recepteurs ou fragments de recepteurs, etc. En particulier, il peut s'agir de 
ligands de recepteurs de facteurs de croissance, de recepteurs de cytokines, de 
recepteurs de lectines cellulaires ou de recepteurs de proteines d'adhesion. On peut 
30 Egalement citer le recepteur de la transferrine, des HDL et des LDL. L'elSment de 
cibiage peut Egalement etre un sucre permettant de cibler des lectines tels que les 
recepteurs asialoglycoprotfeiques, ou encore un fragment Fab d*anticorps permettant de 
cibler le recepteur du fragment Fc des immunoglobulines. 



10 



15 



20 



WO 96/25508 



PCT/FR96/00248 



7 



A titre illustratif de ce type dissociation, on peut notamment mettre en oeuvre 
dans le cadre de la presente invention, un compose de type Hj-nls et plus 
preferentiellement un peptide poss6dant la sequence PKKKRKV-bAla- 
(KTPKKAKKP) 2 (COOH) (SEQ ID N°9). 

5 Avantageusement, le composfi selon 1'invention et plus particulifcrement tout 

derive dTiistone, de protamine ou de nucleoline peut etre en outre polyglycosyle, 
sulfone et/ou phosphoryle et/ou greffe a des sucres complexes ou a un compose 
lipophile comme par exemple une chaine polycarbonfee ou un derive du cholesterol. 

La composition selon rinvention peut bien entendu comprendre plusieurs 
10 composes compactant l'acide nucleique, de nature differente. On peut ainsi associer un 
compose de type histone a un compose de type nucleoline. 

Le compose selon rinvention est present en quantite suffisante pour compacter 
Tacide nucleique selon rinvention. Cest ainsi que le rapport compose/acide nucleique 
(exprimS en poids) peut etre compris entre 0,1 et 10 et plus preferentiellement entre 
15 0,3 et 3. 

En ce qui concenie 1'agent de transfection present dans la composition selon 
l'invention, il est preferentiellement choisi parmi les polymeries cationiques et les 
lipofectants. 

Selon la presente invention, le polymere cationique est de preference xin 
20 compose de formule generale I, 

f?* (CH2) "l 

L R J «> 
p 

dans laquelle 

- R peut etre un atome d'hydrogene ou un groupe de formule 
_T ( CH 2 ) n -Nl 

q 

25 - n est un nombre entier compris entre 2 et 10; 

• p et q sont des nombres entiers. 
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etant entendu que la somme p+q est telle que le poids moleculaire moyen du 
poly mere soit compris entre 100 et 10? Da. 

U est entendu que, dans la formule (I) la valeur de n peut varier entre les 
differents motifs p. Ainsi, la formule (I) regroupe a la fois les homopolymeres et les 
5 het6ropolym6res. 

Plus preferentiellement, dans la formule (I), n est compris entre 2 et 5. En 
particulier, les polymeres de polyethylene imine (PEI) et polypropylene imine (PPI) 
presentent des proprietes tout a fait avantageuses. Les polymeres preferes pour la mise 
en oeuvre de la presente invention sont ceux dont le poids moleculaire est compris 
10 entre 10 3 et 5.10^. A titre d'exemple, on peut citer le polyethylene imine de poids 
moleculaire moyen 50 000 Da (PEI50K) ou le polyethylene imine de poids moleculaire 
moyen 800 000 Da (PEI800K). 

Le PEI50K ou Le PEI800K sont accessibles commercialement. Quant aux 
autres polymeres representes par la formule generale I, ils peuvent etre prepares selon 
15 le precede decrit dans la demande de brevet FR 94 08735. 

Pour obtenir un effet optimum des compositions de l'invention, les proportions 
respectives du polymere et de l'acide nucleique sont de preference detenrninees de 
sorte que le rapport molaire R = amines du polymere / phosphates de l'acide nucleique 
soit compris entre 0,5 et 50, plus preferentiellement entre 5 et 30. Des resultats tout 
20 particulierement avantageux sont obtenus en utilisant de 5 a 25 equivalents d'amines de 
polymere par charge d'acide nucleique. 

En ce qui concerne plus particulierement les lipofectants, on entend couvrir au 
sens de l'invention, sous cette denomination, tout compose a caractere lipidique et deja 
propose a titre d'agent actif a Tegard de la transfection cellulaire decides nucleiques. 

25 De maniere generale, il s'agit de molecules amjrfiiphiles comprenant au moins une 
region lipophile associee ou non a une region hydrophile. A titre representatif de la 
premiere famille de composes, on peut notamment proposer les lipides susceptibles de 
former des lipisomes comme les POPC, phosphatidylserine, phosphatidylcholine, 
cholesterol, maleimidoph^ylbut>rylphosphatidylethanolamine, lactosylceramide en 

30 presence ou non de polyethylene glycol pour former des liposomes furtifs ou, avec ou 
sans anticorps ou ligands, pour former des immunoliposomes ou des liposomes cibtes. 
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Selon un mode particulier de l'invention, l'agent lipidique mis en oeuvre 
possfede une region cationique. Cette region cationique, preferentiellement polyamine, 
chargee cationiquement, est capable de s'associer de mani&re reversible avec l'acide 
nucleique, charge negativement Cette interaction compacte fortement l'acide 
5 nucleique. La region lipophiie rend cette interaction ionique inaccessible au milieu 
aqueux externe, en recouvrant la particule nucteolipidique formee d'une pellicule 
lipidique. 

On sait ainsi qu'un lipide cationique chargfe positivement, le chlorure de N-[l- 
(2 ( 3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium (DOTMA), interfere, sous la 

10 forme de liposomes ou de petites vesicules, spontanement avec de FADN, qui est 
charge negativement, pour former des complexes lipides-ADN, capables de fusionner 
avec les membranes cellulaires, et permet ainsi la delivrance intracellulaire de l'ADN. 
Depuis le DOTMA, d'autres lipides cationiques sont proposes sur ce modele de 
structure : groupe lipophiie associe a un groupement amino via un bras dit "spacer". 

15 Parmi ceux-ci, on peut plus particulierement citer ceux comprenant a titre de 
groupement lipophiie deux acides gras ou un d6riv6 du cholest&ol, et comportant, en 
outre, le cas 6cheant ( a titre de groupement amino, un groupement d'ammonium 
quaternaire. Les DOTAP, DOBT ou le ChOTB peuvent notamment etre cit6s a titre 
representatifs de cette categorie de lipides cationiques. D'autres composes, comme les 

20 DOSC et ChOSC, se caracterisent par la presence dun groupement choline & la place 
du groupement d'ammonium quaternaire. Une autre categorie de lipides cationiques, 
les lipppolyamines, a egalement ete decrite. Dans ce type de composes, le groupement 
cationique est represente par le radical L-Scarboxyspermine qui contient quatre 
groupements d'ammonium, deux primaires et deux secondaires. Les DOGS et DPPES 

25 en font notamment partie. Ces lipopolyamines sont tout particulierement efficaces pour 
la transfection de cellules endocrines primaires. 

Avantageusement, les lipofectants convenant a Tinvention peuvent egalement 
etre choisis parmi des lipopolyamines dont la region polyamine repond a la fomiule 
generale 01) 

30 H 2 N-(-(CH) m -NH-) n -H (II) 

dans laquelle m est un nombre entier superieur ou egal a 1 et n est un nombre 
entier superieur ou egal a 1, m pouvant varier entre les differents groupes de carbone 
compris entre deux amines. Preferentiellement, m est compris entre 2 et 6 
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inclusivement et n est compris entre 1 et 5 inclusivement. Encore plus 
preferentieilement, la region polyamine est representee par la spermine, la therm ine ou 
un de lews analogues ayant conserve des proprtetes de liaison a l'ADN. Quant a la 
region lipophile, elle est representee par au moins une chaine hydrocarbonee, saturee 
5 ou non, du cholesterol, un lipide naturel ou un lipide synthetique capable de former des 
phases lamellaires ou hexagonales, liee de manure covalente a la region hydrophile. 

La demande de brevet EP 394 111 decrit d'autres lipopolyamines de fonmule 
generate III susceptibles d'etre mises en oeuvre dans le cadre de la presente invention. 

H2N-(-(fH)m-NH-)n-H 
R 

10 dans laqueile R represente notamment un radical de fonmule generate (R1R2) 

N-CO-CH-NH-CO- . 

A titre representatif de ces lipopolyamines on peut plus particulierement citer la 
dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) et la 5-carboxyspermylamide de la 
palmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES). 

15 Les lipopolyamines decrites dans la demande de brevet FR 94 14596 peuvent 

fcgalement etre utilises avantageusement a titre d'agent de transfection selon 
Invention. Elles sont representees par la formule g£n6rale IV ci-dessus dans laqueile R 
represente 

Y , vn R3 

/ x Y ^>—v— R6 (IV) 



X 

R4 

R5 



— ((j:H)p 



20 avec 

- X et X 1 representant, indfependamment Tun de Fautre, un atome d'oxygene, un 
groupement methylene -(CH 2 ) q - avec q 6gal & 0. 1. 2 ou 3. ou un groupement amino 
-NH- ou -NR'- avec R' representant un groupement alkyle en Cj a C4, 
. y et Y' representant independamment Tun de I'autre un groupement 
25 methylene, un groupement carbonyle ou un groupement C=S, 
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- R3, R4 et R5 representant independamment Tun de l'autre un atome 
d'hydrog&ie ou un radical alkyle, substitue ou non, en Cja 04, avec p pouvant varier 
entre 0 et 5, 

- Rg representant un derive du cholesterol ou un groupement alkyle amino - 
5 NR1R2 avec Rj et R2 representant independamment Tun de l'autre un radical 

aliphatique, sature ou non, lineaire ou ramifie en Cj2 a C22. 

A titre representatif de ces lipopolyamines on peut tout particulierement citer le 
(Dioctadecyl-carbamoylmethoxy) -acetate de 2-5-bis-(3-amino-propylamino)-pentyle et 
le (Dioctad6cyl-carbamoylmethoxy)-ac6tate de 1 ,3-bis-(3-amino-propylamino)-2 
1 0 propyle dit ci-apres lipopolyamine A. 

Les demandes de brevet EP 394 111 et FR 94 145 96 decrivent egalement un 
precede utilisable pour la preparation des lipopolyamines connrcspondantes. 

Enfin plus recemment, de nouvelles lipopolyamines, valorisables egalement 
dans le cadre de la presente invention, ont ete decrites dans la demande de brevet FR 
15 95/134 90. A titre representatif de ces lipopolyamines on peut plus particulierement 
mentionner celles qui suivent: 

- lipopolyamine B: 
{H2N(CH2)3)2N(CH2)4^ 
(RP120525) 

20 - lipopolyamine C: 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l8]2 (RP120535) 

- lipopolyamine D: 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2)l8] (RP120531) 

De maniere particulierement avantageuse, on peut utiliser dans le cadre de 
25 Tinvention la dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) la 5-carboxyspermylamide de 
la palmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES), le (Dioctad6cyl-carbamoylmethoxy)- 
acetate de 2-5-bis-(3-amino-propylamino)-pentyle t le (Dioctadecyl- 
carbamoylmethoxy)-acetate de l f 3-bis-(3-amino-propylamino)-2 propyle, le 
{H2N(CH2)3)2N(CH2)4N{(CH2)3^2)(CH2)3NHCH2C(XilyNt(CH2)l7-CH3]2.. 
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le H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2) 18l2 ou le 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2)l8]. 

Pour obtenir un effet optimum des compositions de Tinvention, les proportions 
respectives de la polyamine et de Tacide nucleique sont de preference determinees de 
5 sorte que le rapport R charges positives de Tagent de transfection/ charges negatives 
de Tacide nucleique soit compris entre 0,1 et 10 et plus preferentiellement entre 0.5 et 
6. 

La presence tfun composfe selon Tinvention au sein d'une composition 
transfectante permet avantageusement de diminuer considerablement la quantite en 

10 agent de transfection. II sVjn suit une toxicite nettement amoindrie qui rend desormais 
possible par exemple la transfection de cellules sensibles a 1'origine a Tagent de 
transfection comme par exemple les cellules hematopoietiques avec les lipopolyamines. 
Enfin, comme le demontrent les exemples ci-apr$s, le pouvoir transfectant des 
compositions selon Tinvention est superieur a celui obtenu avec les compositions 

15 transfectantes classiques. 

Dans les compositions de la presente invention, Tacide nucleique peut etre aussi 
bien un acide desoxyribonucteique qu'un acide ribonucleique. II peut s'agir de 
sequences d'origine naturelle ou artificielle, et notamment d'ADN genomique, d'ADNc, 
d'ARNm, d'ARNt, d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences synthfetiques ou 

20 semi-synthetiques. Ces acides nucleiques peuvent etre tforigine humaine, animale, 
vegetale, bacterienne, virale, etc. lis peuvent etre obtenus par toute technique connue 
de I'homme du metier, et notamment par criblage de banques, par synthese chimique, 
ou encore par des m&hodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique 
de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent par ailleurs etre incorpores 

25 dans des vecteurs, tels que des vecteuis plasmidiques. 

Concernant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
etre simple ou double tain. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent coder pour des 
genes therapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription ou de la 
replication, des sequences antisens, des regions de liaison a d'autres composants 
30 cellulaires, etc. 

Au sens de Tinvention, on entend par gene therapeutique notamment tout gene 
cod ant pour un produit proteique ayant un effet th6rapeutique. Le produit proteique 
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ainsi code peut etre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut etre 
homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est normalement 
exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune pathologie). Dans ce 
cas, Texprcssion d'une proteine permet par exemple de pallier une expression 
5 insuffisante dans la cellule ou l'expression tfune proteine inactive ou faiblement active 
en raison d 1 une modification, ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene 
th£rapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine cellulaire, ayant une 
stability accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique peut egalement &re 
h6t6rologue vis-i-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une proteine exprimee peut par 
10 exemple completer ou apporter une activite deficiente dans la cellule, lui permettant de 
hitter contre une pathologie, ou stimuler une reponse immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 

15 croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthase, les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, VEGF, NT3, 
NTS, HARP/pleiotrophine, les genes correspondant aux proteines impliquees dans le 
metabolisme des lipides, de type apolipoproteine choisie parmi les apolipoproteines A- 
I, A-II, A-IV, B, C-I, C-n, C-III, D, E. F, G, H, J et apo(a), les enzymes du 

20 metabolisme comme par exemple la lipoprotein lipase, la lipase hepatique, la lecithine 
cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol hydroxylase, la phosphatidique acide 
phosphatase, ou encore des proteines de transfert de lipides comme la proteine de 
transfert des esters de cholesterol et la proteine de transfert des phospholipides, une 
proteine de liaisons des HDL ou encore un recepteur choisi par exemple parmi les 

25 recepteurs LDL, recepteurs des chylomicrons-remnants et les r£cepteurs scavenger, la 
dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la proteine GAX, la proteine 
CFTR associee & la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, 
RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs impliques 
dans la coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, les genes intervenant dans la reparation 

30 de TADN, les g£nes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un g&ie ou une sequence antisens, 
dont Texpression dans la cellule cible peimet de controler Texpression de g£nes ou la 
transCTiption d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par exemple, etre 
transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires d'ARNm cellulaires et 
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bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans le brevet EP 
140 308. Les antisens comprennent egalement les sequences codant pour des 
ribazyrnes, qui sont capables de detruire sfilectivement des ARN cibles (EP 321 201). 

Comme indiquS plus haut, l'acide nucleique peut egalement comporter un ou 
5 plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez l'homme 
ou 1'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
Finvention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a l'homme ou a 1'animal, notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
10 antig6niques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du vims de 1'hepatite 
B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de tumeurs (EP 
259 212). 

Pr6ferentiellement, l'acide nucleique comprend egalement des sequences 
pennettant l'expression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le peptide 

15 antigenique dans la cellule ou l'organe d6sir& II peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de l'expression du gene considers lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de 
sequences d'origine differente (responsables de l'expression d'autres proteines, ou 
meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 

20 eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
g6nome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome rfun virus. A cet egard, on peut titer par exemple les 
promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces sequences 
d'expression peuvent etre modifies par addition de sequences d'activation, de 

25 regulation, etc. 

Par ailleurs, l'acide nucleique peut egalement comporter, en particulier en 
amont du gene thferapeutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
synthetic dans les voies de sfecretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut egalement s'agir 
30 de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou tfune sequence signal artificielle. 

Plus prfef^rentiellement, les compositions de l'invention comprennent en outre, 
un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont particuliferement 
avantageuses, notamment lorsque le rapport R est faible. La demanderesse a en effet 
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montre que Taddition d'nn lipide neutre permet tfameliorer la formation des particules 
nucleolipidiques et, de maniere surprenante, de favoriser la penetration de la particule 
dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la presente 
5 invention sont des lipides a 2 chaines grasses. 

De maniere particulierement avantageuse, on utilise des lipides naturels ou 
synthetiques, zwitterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions 
physiologique. II peuvent etre choisis plus particulierement parmi la dioleoylphospha- 
tidylethanolamine (DOPE), le oleoyl-palmitoylphos-phatidylethanolamine (POPE), le 
10 di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoyl phosphatidyl&hanolamine ainsi que leurs derive N- 
methyles 1 a 3 fois; les phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacyl- 
glycerols, les cerebrosides (tels que notamrnent les galactocenfebrosides), les sphingo- 
lipides (tels que notamrnent les sphingomyelines)ou encore les asialogangliosides (tels 
que notamrnent les asialoGMl et GM2). 

15 Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthese, soit par extraction 

a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques classiques bien 
connues de Thomme du metier. En particulier, l'extraction des lipides naturels peut etre 
realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement Lehninger, Biochemistty). 

Preferentiellement, les compositions de Tinvention, mettant en oeuvre a titre 
20 d'agent de transfection un lipofectant, comprennent de 0,1 a 20 equivalents de lipide 
neutre pour 1 equivalent de lipopolyamine, et, plus preferentiellement, de 1 a 5. Dans 
le cas ou Tagent de transfection est un polymere cationique, les compositions de 
Tinvention comprennent, en plus du polymere cationique dans les rapports cites ci- 
avant, de 0,1 a 20 equivalents molaires de lipide neutre pour 1 equivalent molaire de 
25 phosphate de Tacide nucl6ique, et, plus preferentiellement, de 1 a 5. 

Les compositions selon Tinvention peuvent fitre formulees en vue 
d'administrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenterale, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutan6e, intraoculaire, transdermique, 
etc... De preference, les compositions pharmaceutiques de Tinvention contiennent un 
30 v6hicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamrnent 
pour une injection directe au niveau de Torgane d&W, ou pour une administration par 
voie topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en particulier de solutions 
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steriles, isotoniques. ou de compositions seches, notamment lyophilisees. qui. par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees pour 1'injection 
ainsi que le nombre d'administrations peuvent etre adaptees en fonction de differents 
5 parametres. et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la 
pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. 

Elles peuvent etre avantageusement utilisees pour transfecter une grande 
vari6te de type cellulaire comme par exemple les cellules hematopoifctiques, les 
10 lymphocytes, les hepatocytes. les cellules endotheliales, les cellules de melanomes, de 
carcinomes et de sarcomes, les cellules musculaires lisses. les neurones et les 
astrocytes. 

La presente invention fournit ainsi une methode particulierement avantageuse 
pour le traitement de maladies utilisant la transfection in vitro, ex vivo ou in vivo d'un 

15 acide nucleique apte a corriger ladite maladie en association avec un agent de 
transfection de type polymere cationique ou lipofectant. et un compose tel que defini 
ci-avant. Plus particulierement, cette methode est applicable aux maladies resultant 
d'une deficience en un produit proteique ou nucleique et l'acide nucleique administre 
code pour ledit produit proteique ou contient la sequence correspondant audit produit 

20 nucleique. Les compositions selon l'invention sont particulierement interessantes pour 
leur biodisponibilite et leur haut niveau de transfection. 

La presente invention concerne egalement toute utilisation d'un compose 
constitue en tout ou partie. de motifs peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou 
(ATPAKKAA) avec le nombre de ces motifs pouvant varier entre 2 et 10, pour, 
25 lorsqu'ils sont couples a un ligand de recepteur cellulaire, un anticorps ou derive 
d'anticorps, cibler un acide nucleique vers des cellules exprtmant les recepteurs ou 
anti-genes correspondents. Dans cette perspective, un ligand. anticorps ou derive 
d'anticorps potentiel est couple audit compose et Ton apprecie le pouvoir de 
transfection de cette molecule chimere comparativement au compose seul. 

30 La presente invention couvre egalement toute utilisation d'un oligopeptide 

selectionne parmi: 
(ATPAKKAA) 2 (COOH), 
(KTPKKAKKP)2(COOH). 
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ATPKKSAKKTPKKAKKP(COOH). 

KKAKSPKKAKAAKPKKAPKSPAKAKA(COOH), SRSRYYRQRQRSRRRRRR 
(COOH) et RRRLHRIHRRQHRSCRRRKRR(COOH). 

pour effectuer le transfert in vitro, ex vivo et/ou in vivo d'au moins un acide nucleique. 
5 Iedit oligonucleotide etant associe ou non a un element de ciblage. 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples qui 
suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Materiel et M ethodes : 

I Plasmides utilises pour 1* transfert de genes in vivo 

10 Les constructions utilisees pour mettre en evidence l'activite des compositions 

de invention sont des plasmides comportant le gene codant pour la luciferase (Luc) 

II s'agit notamment de plasmides pCMV luc. pXL 2621. pXL 2622. qui tous 
contiennent le gene codant pour la luciferase (tire du vecteur pGL2, Promega) en aval 

15 du promoteur du cytomegalovirus (CMV) extrait de pCDNA3 (Invitrogen). pCMV 
luc et pXL2622 derivent d'un vecteur pGL2, pXL 2621 d'un vecteur pGL2 controle. 
et dans tous ces vecteurs le promoteur SV40 a ete remplace par le promoteur CMV. 

De maniere generate les plasmides sont obtenus par le technique de 
precipitation au PEG (Ausubel). et stockes dans du Tris lOmM EDTA ImM pH 8 a 4 

20 °C a une concentration d'environ 10 \x% d'ADN par |il. 

2. Compose s utilises selnn 1'invention: 
Hi KTPKKAKKPKTPKKAKKP(COOH) 18 AA 
MlATPAKKAAATPAKKAA(COOH) 16 AA 
nls-H : PKKKRKV-bAla-KTPKKAKKPKTKKAKKP (COOH) 26 AA 
25 ERii RRRLHRIHRRQHRSCRRRKRR 21 AA 

ER2: SRSRYYRQRQRSRRRRRR 
lis ont ete prepares comme suit: 
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? 1 ni- ATPAKKAAATPAKKAA(CQQH) 

Cet oUgopeptide a ete synthase sous forme de sel d'acide trifluoroacetique au 
moyen d un synthetiseur de peptides Apptied Biosystem 431A, sur une resine HMP 
(Applied Biosystem) et selon une strategie FMOC. Apres la synthese, le peptide a 6te 

5 libera de la resine par traitement 90 minutes en presence d'une solution eau/TFA 1/19. 
Apres filtration, la solution est concentree sur evaporateur rotatif . puis le peptide est 
precipite 2 fois par addition d'ether tertiobutylmethyUque a partir de solution dans le 
TFA. Le culot final est lave par 1'ether tertiobutylmethyUque puis seche. Le peptide est 
solubilise dans 5 ml d'eau, filtre et purifie par HPLC phase inverse sur colonne C18 

10 100 A (Biorad RSL). le peptide est purifie par a l'aide d'un gradient de 0 a 
25%d'acetonitrile. 0,07% TFA dans I'eau 0.07% TFA. La purete du peptide obtenu 
est superieure a 95% et sa solubilite dans l'eau de 1 00 mg/ml. 

??nl s PKKKRKV 

Cet oUgopeptide a ete synthfetise sous forme de sel d'acide trifluoroacetique 
15 selon le protocole decrit ci-dessus en utilisant pour le clivage une solution eau/ 
TFA/phenol/ethanedithiol/thioanisole 2/ 40/3/1/2 (v/v). La puret6 du peptide obtenu 
est superieure a 95% et sa solubilite dans l'eau de 100 mg/ml a pH 2,1. 

? 1 H- TCTTKKAirePKTKKA K ICPfrOOHl et nls-H; PKKKRKV-bAla- 

ktpkkakkpk tvk:akkp(COOH) 

20 Ces oligopeptides sont synthetises sous forme de sel d'acide trifluoroacetique 

selon le protocole decrit ci-dessus. Pour ce faire, on divise la resine en deux lots. Un 
premier lot destine a la synthese de H est traite pour le divage avec une solution 
TFA/phenoVemanedithioVthioanisole/eau 40/3/1/2/2 (v/v). La purete du peptide 
obtenu est superieure a 90% et sa solubiUte dans l'eau de 10 mg/ml a pH 2,1. Sur le 

25 second lot de resine la synthese est poursuivie de maniere a obtenir nls-bAla-H. La 
solution de cUvage mise en oeuvre est identique a la precedente. U puret6 du peptide 
obtenu est superieure a 95 % et sa solubility dans l'eau de 10 mg/ml a pH 2,1. 

pP9- BRRT J HR THRPO HRSCRRRKRR 

30 Ces oligopeptides sont assembles en plusieurs Stapes, en synthese phase soUde 

selon la technique BocBenzyle. La resine de depart est une resine Boc-L- 
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Arg(Tos)Pam ( 0,48meq/g).. Le procede de deprotection et couplage mis en oeuvre 
est le suivant: 

1- 55 % TFA dans du dichloromfethane (DCM) 1 x 2 mn 

2- 55 % TFA dans du dichloromethane 1 x 30 mn 
5 3- DCM 2xlmn 

4- DMF 3 x 1 mn 

5- Couplage 

6- DMF 2 x lmn 

7- DCM 2xlmn 

10 Pour chaque etape, on utilise 10ml de solvant par gramme de resine peptide mis en 
oeuvre. Le couplage de tous les acides amines ( en triple exc&s) est effectue dans le 
DMF en presence de BOP, Hobt et DIEA. Chaque etape de couplage est controlee par 
le test ninhydride 

Le peptide final est recupere de la resine et entierement deprotege avec de 
15 l'acide fluorhydrique liquide. On utilise 10 ml de HF par gramme de peptide resine a 
0°C pendant 45 minutes en presence de para-cresol et d'ethanedithiol. Apres 
evaporation de l'acide fluorhydrique le melange reactionnel brut est lave avecde Tether, 
dissous dans de Tacide trifluoroacetique, precipite a Tether et seche. 

3. Agents lipofectants mis en oeuvre 
20 Lipopolyamine A: 

(Dioctadecyl-carbamoylmethoxy)-acetate dl,3-bis-(3-amino-propylamino)-2 propyle 
(RP1 15335) 

Lipopolyamine B: 

{H2N(CH2)3)2N(CH2)4N{(CH2)3NH2}(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2 
25 (RP120525) 

Lipopolyamine C: 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2) 18l2 (RP120535) 
Lipopolyamine D: 

H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH2)l8l2 (RP120531) 
30 F^gMPLE 1 : 



Transfert d'acide nucleique in vitro dans des cellules NTH 3T3 
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Cet exemple decrit le transferl d'acides nucleiques in vitro (sur cultures 
celfulaires) au moyen d f une composition selon 1'invention comprenant 1'acide nucleique, 
un compose selon Finvention. et une lipopolyamine dans differentes conditions de pH 
et de tampon. 

5 1 . On prepare un melange de lOjal compose comme suit: 

- 0,5\xg d'ADN plasmidique pCMV-luc, 0,25ng d'un compose selon I'invention, 
dans une solution tampon telle qu'identifiee, 

- du dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) 40mM dans des rapports de 
charges X tels qu'indiques dans chacun des essais. 

10 2- 5.10 4 cellules des lignees NIH3T3 sont incubees avec le melange precedent 

a 37°C, sous une atmosphere de CO2 a 5 % pendant 4 heures. Les cellules sont 
ensuite lavees et remises en culture pendant 48 heures dans un milieu contenant 10 % 
de serum (DMEM 10 %SVF). 

Le tapis cellulaire est ensuite lyse dans 50jxl de tampon lyse (Promega), 
15 recupere puis centrifuge a 20 OOOg pendant 5 minutes. 

L'activite luciferase est mesuree sur 4^tl du sumageant en ajoutant 20^x1 de 
substrat (Promega). La lecture se fait sur luminometre LKB en cumulant les RLU 
(relative lights units) sur 20 secondes. 

Les resultats sont presentes dans les tableaux 1 et 2 ci-apres. 

20 3. Compaction dans Nad 150 mM. HEPES* (* N-(2-hvdroxvethvl)pipera2ine- 

NV(acide2-ethvl-su 1fonique) IQmM a pH 7.1 



Rapport de 
charge DOGS/ADN 


sans 
compose 
(R.L.U) 


avecH 
(R.L.U) 


0.8 X 


32 


850 


1.8 X 


220 


23700 


3X 


5400 


21750 



TABLEAU 1 



WO 96/25508 



PCT/FR96/00248 



21 



4. Compaction dans D-plucose 5 %. NaCl 150mM. avec HEPES IQmM (pH 

de la solution decompaction; 7,2) 



Rapport 
de charge 
DOGS/ADN 


sans 
compose 
(R.L.U) 


avec H 
(R.L.U) 


avec N 
(R.L.U) 


0.8 X 


880 


44000 


1450 


1.8 X 


6600 


156500 




3X 


22000 


297500 


90300 



TABLEAU 2 



Dans l'ensemble des essais, on note des resultats superieurs lorsque la 
5 composition compactante associe a DOGS nn compose selon l'invention. II s'avere 
possible de diminuer de maniere importante la quantite en DOGS sans porter prejudice 
a la capacite de transfection de la composition conrespondante. 

EXEMELEL2: 

Essais de tnmsfection en presence d'un lipide neutre 
10 On prepare un melange de lOjil composfe comme suit: 

- 0,5ng d'ADN plasmidique pCMV-luc, 0 ( 25^ig d'un compose selon 1'invention, 
dans une solution tampon NaCl 150mM, tampon phosphate lOmM pH 7,4, 

- 40mM de dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) dans des rapports de 
charges X tels qu'indiques dans chacun des essais en presence de 

15 dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE) avec DOGS/DOPE egal a 1/2. 

Dans ce cas particulier, une solution ethanolique de DOGS a 40 mM est 
melangee avec un volume egal d'une solution de dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE) a 80 mM, preparee dans un melange chloroform^/ethanol (1/5). Ainsi pour un 
Equivalent de DOGS la composition contient deux Equivalents de DOPE. 

20 10^ cellules des Iignees NIH3T3 sont incubees avec ce melange dans les 

conditions d6crites dans Texemple pn§c6dent. A Tissue de Tincubation, ces cellules sont 
traitees selon le protocole de ce meme exemple. Les resultats sont presentfes dans le 
tableau ci-apres. 
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Rapport 
de charge 
DOGS/ADN 


sans 
compose 
(R.L.U) 


avec H 
(R.L.U) 


. avec 
chimere 
nls-H 
(R.L.U) 


0,8 X D/D 


24 


3175 


760 


1 XD/D 


19 


7410 


2380 


1,8 X D/D 


1800 


39500 


52800 



TABLEAU 3 

Ces resultats confirment ceux observes en exemple 1. En presence d'un 
compose basique selon Tinvention et plus particulierement de H f il est possible de 
reduire de moitie la quantite en lipof ectant . 

5 EXEMPLE 3 : 

Variation du rapport compose selon rinvention/ADN au sein d'une composition 
transf ectante selon 1'invention, 

3.1: En presence d'une composition DOGS 
1. On prepare un melange de 10^1 compose de: 

10 - 0,75ng d'ADN plasmidique pCMV-luc, et d'un compose selon rinvention 

dans le rapport indique, dans une solution tampon D-giucose 5 %, NaCl 150mM, avec 
HEPES lOmM (pH de la solution de compaction : 7,2), 

- du dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) 40mM dans un rapport de 
charge 1,8X. 

15 2.- 4.10 5 cellules des lignees NIH3T3 sont incubees avec le melange precedent 

a 37°C, sous une atmosphere de CO2 a 5 % pendant 4 heures. Les ceUules sont 
ensuite lavees et remises en culture pendant 48 heures dans un milieu contenant 10 % 
de serum (DMEM 10 %SVF). Le tapis cellulaire est ensuite lyse, 45 heures apres la 
transfection, dans 100 y\ de tampon lyse (Promega), recupere puis centrifuge a 

20 20000g pendant 5 minutes, L'activite luciferase est mesuree sur 5 [i\ du surnageant en 
ajoutant 25 \i\ de substrat (Promega). La lecture se fait sur luminometre LKB en 
cumulant les RLU (relative lights units) sur 20 secondes. 

Les resultats f igurent dans le tableau 4 ci-apris. 
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PEP/ADN 
w/v 


avec H 
(R.L.U) 


avec H-nls 
(R.L.U) 


avec N 
(R.L.U) 


0 


2150 


2150 


2150 


0.25 


3 300 


38 000 


35 000 


0.5 


45 000 


100 000 


35 000 


1 


84 000 


105 000 


13 000 


2 


105 000 


200 000 


20 000 



TABLEAU 4 



3.2: En presenc e de DOGS/DOPE 1.8X 

On procede selon le protocole decrit precedemment en 3.1 mais en utilisant a 
titre d'agent de transection une solution de 40rnM de dioctadecylamidoglycyl 
5 spenmine (DOGS) 1,8X en presence de dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE) 
avec DOGS/DOPE egal a 1/2, preparee selon le mode operatoire presente en exemple 
2. 

Le tableau 5 rend compte des resultats observes. 



COMPOSE /ADN 
w/v 


H 

(R.L.U) 


H-nls 
(R.L.U) 


N 

(R.L.U) 


0 


580 


580 


580 


0.25 


13 000 


5 600 


7 600 


0.5 


11000 


18 500 


1 800 


1 


14 100 


36 000 


13 600 


2 


16 500 


58 000 


14 100 



TABLEAU 5 

10 E X EM PLE 4 : 

Variation du rapport compose selon rinvention/ADN au sein d'une composition 
transfectante selon r invention en utilisant un agent de transfection autre Que le DOGS, 

3.1: En prese nce du fDioctadecvl-carbamovlmethoxv)-acetate de 1.3-bis-(3- 
amino-propvlamino>-2 propvle( lipopolvamine A) 

15 1 . On prepare un melange de lOpi compose de: 

- 0 f 55(ig d'ADN plasmidique pCMV-luc, et d'un compose selon rinvention 
dans le rapport indique, dans une solution tampon NaCl 150mM, 
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- du (Dioctadecyl-carbamoylmethoxy)-acetate de l,3-bis-(3-amino-propyl- 
amino)-2 propyle dans dans les rapport de charge indiques. 

2.- 5.10 4 cellules des Hgnees NIH3T3 sont incubees avec le melange precedent 
a 37°C, sous une atmosphere de CO2 i 5 % pendant 4 heures. Les cellules sont 
5 ensuite lavees et remises en culture pendant 48 heures dans un milieu con tenant 10 % 
de serum (DMEM 10 %SVF). Le tapis cellulaire est ensuite lyse, 45 heures apres la 
transfection, daiis 100 |jtl de tampon lyse (Promega), recupere puis centrifuge a 
20000 g pendant 5 minutes. L'activite luciferase est mesuree sur 10 \il du surnageant 
en ajoutant 50 \il de substrat (Promega). La lecture se fait sur luminometre Berthold 
10 lumat 9501® en cumulant les RLU (relative lights units) sur 10 secondes. Les resultats 
figurent dans le tableau 6 ci-apres. 



LIPOFECTANT 


sans 
compose 
.10°.R.L.U 


avec H 
.10 6 .R.L.U 


avec nls-H 
.10 6 .R.L.U 


Rapport NH2 du Iipofectant / 
phosphates de l'ADN 


Rapport compose/ ADN 




0 


0,5 


1 


2 


0,5 


1 


2 


1.8X 


3,9 


30,4 


32,7 


4.1 


52,4 


58.5 


39. 
3 


3X 


8,9 


41,5 


61,3 


16,6 


64.1 


60.4 


49, 
2 


6X 


6.2 


23,6 


22,3 


15.6 









TABLEAU 6 



4.2: En presence du PEI 800K 

15 1. On procede selon le protocole decrit en 4.1 et dans un meme milieu, en 

utilisant a titre de lipofeaant le PEI 800K. Les resultats figurent dans le tableau 7 
ci-aprfes. 
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PEI 800K 


Sans 
compose 

.10 6 .R.L.U 


H 

•10 6 .R.L.U 


nls-H 
.10 6 .R.L.U 


Equivalent (famines de 
polymere par phosphate 
de l'ADN 


Rapport compose/ ADN 




0 


0,5 


1 


2 


0.5 


1 


2 


6 


7.7 


4.9 


7 


12.3 


4 


7.3 


8,8 


9 


5 


8 


11.6 


4 


16.3 


11 


12.1 


12 


7.5 


11.3 


17.1 


1.2 









TABLEAU 7 

EXEMPLE 5 

Transfert in vivo dans des cellules de muscles. 



5 Les essais correspondants sont realises en mettant en oeuvre les materiels et 
protocoles suivants: 

Modele: L'injection se pratique dans le muscle tibial cranial de souris C57 bl6 ou OF1 
adultes (agees de plus de 8 semaines) 

Protocole: L'ADN est dilue a 0,5 mg/ml dans une solution qui contiendra en final NaCl 
10 150mM t D-Glucose 5 %. Dans certains groupes, avant injection, du peptide en 
solution a 1 mg/ml dans 1'eau est ajoute a TADN en quantite suffisante pour atteindre 
les rapports poids/poids indiques. Une incubation d'au moins 20 minutes a temperature 
ambiante est realisfie avant de proceder a Tinjection. 

Determination des resultats: Deux jours aprSs Tinjection, le muscle est prelevfe, hache 
15 dans 750 \d de tampon de lyse (Promega E153A) additionnfi d'aprotinine (Sigma). Le 
prtl&vement est homogen6ise dans un broyeur (HeidolO, et 10 |jJ servent a la mesure 
de Tactivite luciferase. Cette mesure est 6ffectu6e avec un luminom&re Lumat 9501 
(Berthold), en totalisant remission emise pendant 10 secondes apres addition de 50 |il 
de substrat lucif erase (Promega) aux 10 ^1 de Techantillon. Le bruit de fond mesur£ 
20 avant addition de substrat est soustrait a ce total, et l'activit§ est exprime en RLU 
(relative light units) totaux (rapportes aux 750 ml de tampon de lyse). 
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Pour ce faire f 40 |al {20 jig d'ADN) sont injectes, en presence d'HEPES a pH 7,4 
5 mM final dans la solution, puis ajout de la lipopoly amine C(RPR 120 535) dans un 
rapport 0.01 nmotyil d'ADN 20 minutes avant injection: 



Peptide, 
Rapport peptide / ADN 
poids/poids 


Moyenne 
RLU 


ecart type 
RLU 


nombre 
d'animaux 


sans peptide 


15 228 125 


14 618 681 


6 


nls-H, 0,025 poids/poids 
+lipopolvamine C 


42 722 500 


66 485 348 


6 



5 TABLEAU 8 

Ces resultats confirment Teffet benefique de r association d'une lipopolyamine a un 
agent compactant selon Tinvention sur la transfection in vivo dans le muscle d'un acide 
nucleique. 

EXEMPLE6 

10 Transfert in vivo de compositions re vendiquees dans des cellules tumorales 

Les essais correspondants sont effectuees sur des souris C57/BL 6 adultes (>8 
semaines) femelles portant des tumeurs de type 3LL (Lewis Lung carcinoma) 
obtenues par passage de fragments de tumeur tfanimal a animal, implantes sous la 
peau au niveau du flanc. 

15 En ce qui concerne les solutions injectees elles sont preparees comme suit: LADN est 
d'abord solubilis6 dans le tampon, le peptide est alors Sventuellement ajoute, et apres 
20 minutes une solution de lipides cationiques a forte concentration (20 ou 40 mM) 
est ajoutfce au melange. Apres addition de tous les produits, le melange contient, outre 
1'ADN, le peptide et le lipide cationique, NaCl 150mM, D-Glucose 5 % et MES 5mM 

20 pH 6,2. Dans le cas des deux demieres series avec la lipopolyamine C (RPR 120 535), 
le vehicule d'injection est NaCl 75 mM et NaCl 150mM, D-glucose 5 %, 
respectivement 

L'injection est realisee 20 a 30 minutes apres la preparation de la solution. 

On realise I'injecticm de chaque composition transfectante (voir tableaux 9 et 10 pour 
25 leurs spficificites respectives) dans la tumeur 7 jours apres implantation, la souris etant 
anesthesiee avec un melange Ketamine 130 mg/kg+ Xylazine (4 mg/mg). 
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Deux jours apres rinjection, on preleve le tissus tumoral qui est pese puis hache et 
broye dans 500 tampon de Iyse (Promega Cell Lysis Buffer E153 A). Apres 
centrifugation (20000 g pendant 10 minutes), on preleve 10 y\ qui servent a 
revaluation de l'activit6 luciferase par mesure de remission lumineuse totale obtenue 
5 apres melange avec 50 jil de reactif (Promega Luciferase Assay Substrate) dans un 
luminometre Lumat LB 9501 (Berthold), integration sur 10 secondes. 

L'activite resultante est exprimee en RLU (Relative Lights Units) estimes dans la 
totalite du surnageant de lyse tumorale, ou en RLU par \x% d'ADN injecte. 

Le tableau 9 rend compte de resultats obtenus en presence de diverses lipopolyamines 
10 A, B, C ou D et le tableau 10 en presence de PEL 
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Nbre 
d'animaux 
traites 


in in in vo in m o >o m ^2 *o o »o»o 


mm 1 

5 i •» 


0 

121 418 
243 166 

128 726 
1 771 624 

49 314 
234 713 
530 774 
966 141 

414 286 

219 333 

126 036 
612 401 

887 206 
1 674 106 


Resu 
RLU/t 

moyenne 


142 300 
301 730 

99 775 
1 340 460 

88 712 
383 313 
618 025 
1 017 372 

679 258 
395 433 

222 700 
1 046 050 

806 467 
1 348 233 


itionique 

nmol/ 
W> ADN 


°^ ro ro ro ro ro ro ro ro CMCM <<r 


Lipide Ci 

reference 




ide 

pept/AD 
N w/w 


in m to m _ 
- ~ ~ ~ ^ ^ © ~" 


Pept 
reference 


x x si= = a: ^ x 


»> Q "Si 
3 £ a 
E 


in in m mm <Q tQ ^ 

C<<NCM © © © ~ OO SS" O O 


J * 
2 


m m 

o o o o o in in m m o o p © 
ca <N cnj ro ro t^r^t^'- ^ ^ oo oo cm cm 



CO 
< 
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Nbre 
d'animaux 
traites 


mm vo in vo in mo mm ^ ^ 


A f 


0 

52 989 

16803 
71462 
16 493 
150 300 

1051 
104 443 
3 645 
63 942 

16946 
22 853 


Resu! 
RLU/ti 

moyenne 


0 

54 350 

7 783 
62 230 
6733 
72 700 

470 
82 608 

1630 
45 750 

14 152 
12 942 


le imine 

Eq 


r»v oo oo v <M CM 
» o> ^ ^ j ^ N N — i 


Polyethyler 

taille 


800 K 

800 K 
800 K 
800 K 
800 K 

800 K 
800 K 
800 K 
800 K 

50 K lactose 
50 K maltos 


tide 

pept/ADN 
w/w 


in m 


Pepi 
reference 


XX XX XX 


»—- ^ 

*> 'rs "3. 

•i §i 


<M <M N N N N (M CS) <M "1 "I 

O O 


Plas 

quantite 
inject6e 


O O OOOO OOOO OO 

cn eg in in m in ^ n ~- 



CO 
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EXEMPLE 7 

Transfert d'acide n ucleique in vitro dans des cellules 3LL 

Cet exemple d6crit le transfert d'acides nucleiques in vitro (sur cultures cellulaires) au 
moyen d'une composition selon 1* invention comprenant l'acide nucleique, un compost 
5 selon Tinvention choisi parmi les derives de protamines et une lipopolyamine dans une 
solution de NaCl 75 mM final. 

On prepare un melange de 10 yi compose comme suit: 

- 0.5 \ig d'ADN plasmidique pCMV-luc, 0,5 \ig de PR1 ou PR2 un compose selon 
r invention, dans une solution de Nacl 75 mM final 
10 - Lipopolyamine C (RPR 120535) dans des rapport de charges tels qu'indiqufe dans 
chacun des essais repertories dans le tableau 11 ci-apres. 

1.10 5 cellules 3LL (dans 250 ^1 de milieu de culture DMEM avec 10 % de serum de 
veau foetal) sont incubees avec le melange precedent a 37°C sous une atmosphere de 
C0 2 a 5 % pendant 4 heures. 500 jil de milieu de culture sont ajoutes et les cellules 
15 sont remises en culture. Le lendemain, les cellules sont lavees et remises en culture 
pendant 24 heures dans le meme milieu contenant 10 % de serum de veau foetal. 
Le tapis cellulaire est ensuite lyse dans 100 ^1 de tampon de lyse (Promega). L'aaivite 
lucif erase est mesuree en ajoutant 50 ^1 de substrat (Promega). La lecture se fait sur le 
luminometre LB en cumulant les RLU (relative Light Unit) sur 10 secondes. 

20 Les tableaux 1 1 et 12 rendent compte respectivement des essais avec PR1 et PR2. 



RAPPORT DE CHARGE 
Lipopolvamine C/ADN 


SANS COMPOSE 
(RLU) 


AVECPR2 
(RLU) 


4X 


107 289 


447 214 


6X 


77 396 


1 182 641 


8X 


14 512 


729 285 


TABLEAU 11 


RAPPORT DE CHARGE 
Lipopolvamine C/ADN 


SANS COMPOSE 
(RLU) 


AVECPR2 
(RLU) 


4X 


12 037 


6 304 


6X 


901 


113113 


8X 


328 


294 743 



TABLEAU 12 



WO 96/25508 



PCI7FR96/00248 



EXEMPLE 8; 

Injections in vi vo de peptide s compactants selon 1'invention sans lipofectant dans des 

ftimeurs 
Module: 

5 - souris de type Swiss/nude femelles adulte 

- tximeurs experimentales induites apres injection de 10 7 cellules 3T3 HER2 par voie 
sous-cutanee au niveau du flanc. 

- injection du melange de transfection 7 a 12 jours apres l'injection des cellules. La, 
solution d'ADN compacte ou non a du peptide est injectee directement dans la tumeur 

10 avec une seringue de type Hamilton. 

- deux jours apres l'injection, prelevement du tissus tumoral, qui est pese puis hache et 
homogeneise dans 750 \*1 tampon de lyse (Promega Cell Lysis Buffer E153 A). Apres 
centrifugation (20 000 g pendant 10 minutes), on preleve 10 [i\ qui servent a 
1'evaluation de 1'activite luciferase par mesure de remission lumineuse totale obtenue 

15 aprds melange avec 50 yl de nfeactif (Promega Luciferase Assay Substrate ) dans un 
luminometre Lumat LB 9501 (Berthold), integration sur 10 secondes. 

L'activitS resultante est exprim6e en RLU (Relative Lights Units) estimes dans la 
totalite du surnageant de lyse tumorale. 

Protocole: L'ADN est dilue & 0,5 mg/ml dans une solution qui contiendra en final les 
20 sels. le tampon et le glucose en quantite finale telle que mentionnee dans le tableau de 
resultats. Dans certains groupes, avant injection, du peptide en solution & 1 mg/ml 
dans Teau est ajoute a 1'ADN en quantite suffisante pour atteindre les rapports 
poids/poids indiqu&. Une incubation d'au moins 20 minutes a temperature ambiante 
est i€alis£e. Les souris recoivent une injection de 20 yl 9 soit 10 \xg d'ADN au total par 
25 tumeur. 
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Tampon 


Peptide 


Resultat, 


Nbre 








RLU /tumeur 


d'animaux 












traites 


NaO/gluc/ 


reference 


pept/ 


moyenne 


ec art-type 




MES ou HEPES 




ADN 








5mM 




w/w 








150/HEPES 






1 689 938 


1 388 072 


6 




ILLS-Xi 




6 819 100 


5 860 709 


6 


150/5/HEPES 






369 563 


577 901 


6* 




nls-Hl 


0.1 


1 654 313 


2 145 147 


6* 




nls-Hl 


0,02 


4 031 000 


1 007 896 


6* 








931 275 


214 229 


4 




H 


0,1 


3 420 432 


1 285 704 


6 



TABLEAU 13 

*: souris endormies pendant l'injection, par narco-neuroleptanalgesie avec un melange 
Imalg6ne+ Rompun (Ketamine 130 mg/kg, Xylasine 4 mg/kg, voie intra-peritoneale). 

5 Ces resultats montrent que, dans des tumeurs susceptibles de pouvoir etre transfectees 
par de TADN nu, Faddition de peptide avec des faibles rapport peptide/ADN, sans 
association de lipides cationiques, permet d'augmenter Texpression du gene exogene 
par rapport a TADN nu seul. 
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LISTE DE SEQUENCES 



5 (1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEFOSANT : 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, Avenue Raymond Aron 
10 (C) VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: 40.91.69.22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.96 



15 



25 



35 



40 



50 



(ii) TITRE DE L* INVENTION: COMPOSITION CONTENANT DES ACIDES 
NUCLEIQUES , PREPARATION ET UTILISATION 



(111) NOMBRE DE SEQUENCES: 9 
20 (iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC -DOS /MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1 .0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 9 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: proline 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1; 
Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lys Lys Pro 
5 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
45 (A) LONGUEUR: 8 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



Ala Thr Pro Ala Lys Lys Ala Ala 
55 5 
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10 



15 



20 



30 



35 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Ala Thr Pro Ala Lys Lys Ala Ala Ala Thr Pro Ala Lys Lys Ala Ala 
5 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 acides amines 
25 (B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lys Lys Pro Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lys 
5 10 15 

Lys Pro 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

40 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 (ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5; 



50 Ala Thr Pro Lys Lys Ser Ala Lys Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lys Lys Pro 

5 10 15 
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5 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

10 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proline 

15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Lys Lys Ala Lys Ser Pro Lys Lys Ala Lys Ala Ala Lys Pro Lys Lys Ala 

5 10 15 

Pro Lys Ser Pro Ala Lys Ala Lys Ala 
20 25 

20 



25 



30 



35 



40 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

Ser Arg Ser Arg Tyr Tyr Arg Gin Arg Gin Arg Ser Arg Arg Arg Arg Arg 
5 10 15 

Arg 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 



45 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

50 (ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
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Arg Arg Arg Leu His Arg He His Arg Arg Gin His Arg Ser Cys Arg Arg 
5 10 15 

Arg Lys Arg Arg 
5 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

10 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 acides amines 

(B) TYPE: acide amin6 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

20 

Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ala Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lys Lys Pro 

5 10 15 

Lys Thr Pro Lys Lys Ala Lys Lys Pro 
20 25 



25 
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RRVFNDTCATTQNS 

1. Composition pharmaceutique utile pour la transection d'un acide nucieique 
caracterisee en ce qu'elle contient outre ledit acide nucieique, au moins un agent de 
transfection et un compose intervenant au niveau de la condensation dudit acide 

5 nucieique, ledit compost derivant en tout ou partie d'une histone, d'une nucleoline 
d'une protamine et/ou de Tun de leurs derives. 

2. Composition pharmaceutique utile pour la transfection d'un acide nucleique 
contenant outre ledit acide nucleique, un agent de transfection et au moins un compost 
intervenant au niveau de la condensation dudit acide nucieique caracterisee en ce que 

10 ledit compose est constitue en tout ou partie, de motifs peptidiques (KTPKKAKKP) 
et/ou (ATPAKKAA) repetes de maniere continue ou non, le nombre des motifs 
pouvant varier entre 2 et 10. 

3. Composition pharmaceutique selon la revendication 2 caracterisee en ce que 
les motifs peptidiques peuvent gtre separfes entre eux par des liens de nature 

15 biochimique de type acides amines et/ou de nature chimique. 

4. Composition pharmaceutique selon la revendication 3 caracterisee en ce qu'il 
s'agit de liens constitues d'un ou plusieurs acides amines. 

5. Composition pharmaceutique selon la revendication 1 a 4 caracterisee en ce 
que le compost derive de lliistone HI. 

20 6* Composition pharmaceutique selon la revendication 5 caracterisee en ce que 

le compost derive du domaine C- terminal de Fhistone HI. 

7. Composition pharmaceutique selon la revendication 5 ou 6 caracterisee en 
ce qu'il s'agit de preference d'un oligopeptide choisi parmi 
(KTPKKAKKP) 2 (COOH) f 
25 ATPKKS AKKTPKKAKKP (COOH) , et 

KKAKSPKKAKAAKPKKAPKSPAKAKA(COOH), 

8. Composition pharmaceutique selon l'une des revendications 1 £ 4 
caracterisee en ce que le compose derive du domaine N- terminal de la nucleoline. 
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9. Composition pharmaceutique selon la revendication 8 caracterisfee en ce qu'il 
s'agit du peptide (ATPAKKAA>2(C00H). 

10. Composition pharmaceutique selon la revendication 1 caracterise en ce que 
le compost derive de la protamine. 

5 11. Composition pharmaceutique selon la revendication 10 caracterise en ce 

qu'il s'agit d'un oligopeptide choisi parmi SRSRYYRQRQRSRRRRRR(COOH) et 
RRRLHRIHRRQHRSCRRRKRR (COOH) . 

12. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications precfedentes 
caracterisee en ce que ledit compose poss&ie tine structure en feuillet (3. 

10 13. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 12 

caracterisee en ce que ledit compose est en outre associe a un ligand de recepteur 
cellulaire. 

14. Composition pharmaceutique selon la revendication 13 caracterisee en ce 
qu'il s'agit de tout ou partie de 1'histone HI assocte a une sequence signal de 

1 5 localisation nucleate. 

15. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 caracterisee en ce 
qu'il s'agit du peptide PKKKRKV-bAla-(KTPKKAKKP) 2 (COOH). 

16. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 15 
caracterisee en ce que ledit compose est en outre assocte a un peptide de type 

20 fusogene f avorisant la transfection cellulaire de ladite composition. 

17. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 16 
caracterisee en ce que ledit composfe est en outre polyglycosyle, sulfon&, phosphoryle 
et/ou gref f 6 k des sucres complexes ou & un agent lipophile. 

18. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications prfecedentes 
25 caracterisfe en ce que Tagent de transfection est un polymere cationique ou un 

lipofectant 

19. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 caracterisee en ce 
que le lipofectant est un lipide susceptible de former des lipisomes, des liposomes 
furtifs, des immunoliposomes ou des liposomes cibl6s. 
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20. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 caracterisee en ce 
que le polym&re cationique est de preference un compose de formule generate (I) : 




0) 



dans laquelle 

5 - R peut etre un atome d'hydrogene ou un groupe de formule 

r (CH2)n . N i 

q 

- n est un nombre entier compris entre 2 et 10; 

- p et q sont des nombres entiers, 

avec la somme p+q etant telle que le poids moleculaire moyen du polymere soit 
10 compris entre 100 et 10?, 

21. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 caracterisee en ce 
que le polym&re cationique est choisi parmi le polyethylene imine (PEI) et le 
polypropylene imine (PPI). 

22. Composition pharmaceutique selon la revendication 21 caract£ris6e en ce 
15 que le polymere est choisi paimi le polyethylene imine de poids moleculaire moyen 50 

000 (PEI50K) et le polyethylene imine de poids moleculaire moyen 800 000 
(PEI800K). 

23. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 caracterisee en ce 
que le lipofectant comprend au moins une region polyamine de formule generate (II) 

20 H 2 N.(-(CH) m -NH-) n -H (II) 

dans laquelle m est un nombre entier superieur ou 6gal & 2 et n est un nombre entier 
superieur ou egal & 1, m pouvant varier entre les differents groupes de carbone 
compris entre 2 amines assocife de mani&re covalente & une region lipophile de type 
chaine hydrocarbon6e, satur§e ou non, du cholesterol, ou un lipide naturel ou 
25 synthfetique capable de former des phases lamellaires ou hexagonales. 
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24. Composition pharmaceutique selon la revendication 23 ou 24 caracterisee 
en ce que la region polyamine est representee par la spermine, la thermine ou un de 
leurs analogues ayant conserve ses proprietes de liaison a l'acide nucleique. 

25. Composition pharmaceutique selon la revendication 23 caracterisee en ce 
que le lipofectant comprend au moins une region lipophile representee par la formule 
generate (IV) 

Vs \_y.*>- Y - _R6 «V) 



-<r p 

R5 

dans laquelle 

- X et X' representent, independamment Fun de l'autre, un atome d'oxygene. un 
10 groupement methylene -(CH 2 ) q - avec q egal § 0. 1, 2 ou 3. ou un groupement amino 

-NH- ou -NR - avec R' representant un groupement alkyle en Cj a C4, 

- Y et V representent independamment l'un de l'autre un groupement 
methylene, un groupement carbonyle ou un groupement OS, 

- R3. R4 et R5 representent independamment l'un de l'autre un atome 
15 dTiydrogene ou un radical alkyle. substitue ou non. en Cia C 4 , avec p pouvant varier 

entre 0 et 5, 

- Rg represente un derive du cholesterol ou un groupement alkyle amino - 
NR 1 R 2 a vec Ri et R2 representant independamment l'un de l'autre un radical 
aliphatique, sature ou non, lineaire ou ramifie en C12 a C22. 

20 26. Composition pharmaceutique selon la revendication 23 caracterisee en ce 

qu'il s'agit de preference d'une lipopolyamine choisie parmi la dioctadecylamidoglycyl 
spermine (DOGS) la S^arboxyspermylamide de la palmitoylphosphatidylethanolamine 
(DPPES), le (Dioctadecyl-carbamoylmethoxy)-acetate de 2-5-bis-(3-amino- 
propylamino)-pentyle ou le (Dioctadecyl-carbamoylm6thoxy)-acetate de 1.3-bis-(3- 

25 amino-propylamino)-2 propyle, te 

{H2N(CH2)3}2N(CH2)4N{(CH 2 )3NH2}(CH2)3NHCH2COGlyN[(CH2)l7-CH3]2, 
le H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH 2 COGlyN[(CH2)l8l2 ou le 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NHCH2COArgN[(CH 2 )l8l- 
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27. Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des revendications 1 a 
18 et 23 a 26 caracterisee en ce que l'agent de transfection est la 
dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS), 

28. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications precedentes 
5 caract6ris6e en ce que l'acide nucleique est un acide desoxyribonucl&que. 

29. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 27 
caracterisee en ce que l'acide nucleique est un acide ritxmucl&ique. 

30. Composition pharmaceutique selon la revendication 28 ou 29 caracterisee 
en ce que l'acide nucl&que est modifie chimiquement 

10 31. Composition pharmaceutique selon la revendication 28, 29 ou 30 

caracterisee en ce que l'acide nucleique est un antisens. 

32. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 28 a 30 
caracterisee en ce que l'acide nucleique comporte un gene therapeutique. 

33. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications precedentes 
15 comprenant en outre un ou plusieurs lipides neutres. 

34. Composition pharmaceutique selon la revendication 33 caracterisee en ce 
que le ou les lipides neutres sont choisis parmi les lipides synthetiques ou naturels, 
zwitterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 

35. Composition pharmaceutique selon la revendication 33 ou 34 caracterisee 
20 en ce que le ou les lipides neutres sont choisis parmi la dioleoylphospha- 

tidylethanolamine (DOPE), roleoyl-palnu^oylphos-phaudylethanolamine (POPE), le 
dist&aroyl, -palmitoyl, -mirystoyl phosphatidytethanolamine ainsi que leurs d6riv6 
N-methyl6s 1 d 3 fois; les phosphatidylglycfeiols, les diacylglyc&ols, les 
glycosyldiacylglycerols, les cerebtosides (tels que notamment les galactoc6rebrosides) t 
25 les sphingolipides (tels que notamment les sphingomyelines) et les asialogangliosides 
(tels que notamment les asialoGMl et GM2). 

36. Utilisation cfune composition pharmaceutique selon l\me des 
revendications 1 & 35 pour le transfert in vitro, ex vivo et/ou in vivo d'acides 
nucl6iques. 
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37. Utilisation d'un compose constitue en tout ou partie, de motifs peptidiques 
(KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA) avec le nomhre de ces motifs pouvant varier 
entre 2 et 10, pour, lorsqu'il est couple a un ligand de recepteur cellulaire, un ahticorps 
ou derivfe d'anticorps, cibler, in vitro, ex vivo et/ou in vivo, un acide nucleique vers des 

5 cellules exprimant les rfecepteurs ou anti-gfenes correspondants. 

38. Utilisation d'un oligopeptide selectionne parmi : 
(ATPAKKAA) 2 (COOH), 
(KTPKKAKKP) 2 (COOH), 
ATPKKSAKKTPKKAKKP(COOH), 

10 KKAKSPKKAKAAKPKKAPKSPAKAKA(COOH), 
SRSRYYRQRQRSRRRRRR(COOH). et 
RRRLHRIHRRQHRSCRRRKRR (COOH) . 

pour effectuer le transfert in vitro, ex vivo et/ou in vivo d'au moins un acide nucleique, 
ledit oligonucleotide etant associe ou non a un element de ciblage. 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a etc estJrac que cerUines revendications ne pouvaient pas faire I'obiet d'une recherche 
(suite du point I de la premiere fotOk) 



Conformement a I'articfc I7.2)a), oertaines revendications n'ont pu fait I'objet d'une recherche pour let motifs luivancs: 

1. [ X I Les revindications n " 

r rapportcm a un objet a 1'cgard duquel l adminixtration n'est pu tenue de proccder a la recherche, a savoir. 



Voir annexe. 



Let revendicationf n c 



^J^Ftl^t^F 9 ^ ^ U oroanoe jjternauonale qui ne rempltsient pat suffisammcm les conditions prcscritri pour 
qu une recherche significative puisse etre ettectuec. en pvticulier: 



3. | | Les rcvendicationin 0 * 

sont des rcvendicauons dependantes ct nc tont pas redigees confoi 
troisieme phrases de ia regie 6.4.a). 



rmement aux dispositions de la deuxiemc et de la 



Cadre 11 Ohsenrations - lorsqu'il y a absence d'unite de (Invention (suite du point 2 de U premiere feuille) 



L'administration charge* de la recherche Internationale a trouve ptusieurs inventions dans la demande Internationale, a i 



O ? omm * to additioimeUes out ete payees dans les delais par k deposant, k present rapport de recherche 

xnternauonak porte sur touces ks revindications pouvant faire lobjetdune recherche. 

2 ' ^ ^S^r^J» I^^P^ 1 ,ur lM re^endicatwns qui s'y pretaieni om pu etre erTeetuces sans effort particulkr 
jusufiant une taxe addiuonnelk. l adrnuusuaaon n'a soUicitc k paicment d'aucune taxe de ceue nature. 



3 " ^ far3T r r ^l! , !ir Kn ' dtt ^ n ^^riks den^andees a ete payee dans ks dels* par k deposant, k present . 
\£?£r&£^l£- "* P ° rU qwvuia ^^cauoni pour ksqueiks ks taxes ont eT payees, a savoir 



4 ' n Aucunetaxe adrttionneJk demande* n'a eti payee dans ks dHiis par k deposant. En congruence, le present rapport 
* oe recherche tnternationak ne porte que sur (Invention rnentionnee en premier Iku dans ks reveadic a tions: elk est 
couvertes par ks revendications n - : 



• hi 



| | L** ***** sddhionneOet etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposant 
| [ U pakment des taxes additiormelks n'etait assorti d 



Formulaire PC17ISA/210 (suite de la premiere feuilk (1)) (Juilkt 1992) 
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SUITE OES REN5EIGNEMENTS INDIQUE5 SUR PCT/ISA/210 

' . ——————— ~ 



Remarque: B1en que les revendlcatlons 36-38 concernent (pour autant 1n vivo) 
une mithode de traltement du corps hunaln/anlnal (Regie 39.1 (1v)), 
la recherche a 6t6 effectufee et bas6e sur les effets Imputes au 
prodult (a la composition). 
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